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Chromated  copper  arsenates  (CCA)  have  been  extensively  used  as  wood  impregnation  agents  in 2 
Europe and North America. Today, CCA contaminated sites remain abundant and pose environmental 3 






(Asbio)  and Cu  (Cubio)  determined by whole‐cell  bacterial  bioreporters  corresponded well  to water‐10 
extractable As and Cu (Aswater and Cuwater). However, in biochar treatments, only Cubio and not Cuwater 11 
was significantly reduced. In contrast, under ZVI treatments only Cuwater and not Cubio was reduced, 12 




as  measured  using  the  [3H]leucine  incorporation  technique.  We  conclude  that  the  combined 17 

























CCA  and  other  multi‐element  contaminated  soils  can  be  remediated  in  various  ways. 40 
Full remediation is often  only  possible  by excavation,  but  due  to  the  sheer  number  and  size  of 41 
contaminated  sites  worldwide,  this  approach  is  seldom  feasible (Nielsen  et  al.,  2016).  Hence,  in‐42 











and  Joseph,  2015).  However,  biochar  may  not  work  equally  well  for  anionic  trace  element 51 
contaminants,  as  previous  studies  have  observed  an  increase  in  bioavailability  and mobility  of  As 52 
(Beesley et al., 2010; Hartley et al., 2009; Kim et al., 2018; Wang et al., 2017). Rather,  iron‐bearing 53 
compounds  such  as zero‐valent  iron  (ZVI) have  proven  more  useful  for  in‐situ  stabilization  of  As 54 
(Kumpiene et al., 2006; Miretzky and Cirelli, 2010; Nielsen et al., 2011). Sneath et al. (2013) proposed 55 
a  combination  of  biochar  and  ZVI  as  a  promising  amendment  for  in  situ  stabilization  of  soil 56 








the  independent  and  combined  efficiency  of  biochar  and  ZVI  for  stabilizing  CCA  contaminated 65 
soil. Remediation treatment effects were assessed after 1, 7, 28 and 56 days using a soil quality TRIAD 66 




















detailed  physico‐chemical  characterization).  The  texture was  classified  as  loamy  sand with  39.9 % 84 
coarse sand (200‐2000 µm), 44.6 % fine sand (20‐200 µm), 11.0 % silt (2‐20 µm), and 4.5 % clay (< 2 85 
µm) and had an initial gravimetric moisture content of 17.0 %. After sampling, soil was placed under a 86 
























air  dried  soil  in  polypropylene  centrifuge bottles  (250 mL).  The  following experimental  treatments 108 




















organic  carbon  (DOC).  Samples  from  the  last  sampling  day  were  additionally  analyzed  for  water‐126 
extractable total Al, As, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, P, and Zn as described below.  127 
2.5. Chemical characterization of the soil‐water extracts 128 
Aswater  was  determined  by  GF‐AAS  (PinAAcle  900Z  Atomic  Absorption  Spectrometer,  PerkinElmer, 129 










































[³H]leucine  incorporation microcentrifugation  technique  (Bååth  et  al.,  2001).  Briefly,  bacteria were 166 
extracted from soil (1 g fresh wt) with 10 mL Milli‐Q water on a multi‐shaker at highest speed for three 167 




addition  of  [³H]leucine.  Finally,  the  incorporated  [3H]leucine  was  physically  separated  from  non‐172 
incorporated  [3H]leucine  via  a  series  of  centrifugation  and washing  steps  (Bååth  et  al.,  2001)  and 173 
radioactivity was measured by  scintillation  counting  (Tri‐Carb 2910 TR, Perkin‐Elmer, USA). Results 174 
were normalized using the mean growth rate of the control at Day 1. 175 
2.8. Statistical analysis 176 
Statistical  analyses  were  performed  using  R  (R  version  3.3.1,  The  R  Foundation  for  statistical 177 
computing,  2016)  and Microsoft Office  Excel  (Version  14.0.7166.5000, Microsoft Office Home  and 178 
Student,  2010).  The  lmer‐function  was  used  to  perform  regression  analysis  on  Aswater,  Asbio,  Cubio, 179 
toxicity, and [³H]leucine incorporation data. The general model included the interaction between the 180 
two  treatments  (biochar and ZVI),  considering  time as  fixed effect and  the microcosms as  random 181 
effects. Model validation was performed by qq‐plotting and Shapiro‐Wilk‐Normality test. Except for 182 





package was used  for  deriving  p‐values  for  pairwise  comparisons.  P‐value  adjustment  for multiple 185 











(Figure  1).  Looking  into  the  effects  of  the  separate  treatments,  ZVI  alone  also  reduced  the  three 197 























(Supporting  Information,  Figure  S2),  Cubio  (Figure  2A),  pH  (data  not  shown)  and  As  speciation 218 






















approach  with  three  lines  of  evidence:  chemistry,  (eco)toxicology,  and  ecology.  In  our  study,  the 238 
(eco)toxicology line of evidence (bioluminescence inhibition assay) was insensitive to changes imposed 239 
by the experimental treatments and soil quality was best assessed by the other two lines of evidence. 240 
Our  study  thus  demonstrates  the  value  of  using  the  [3H]leucine  incorporation  assay  as  a  sensitive 241 






to  significantly decrease  the  risks  posed by As,  Cu  and Cr. Hence,  chemical  and ecological  lines of 248 
evidence consistently indicated that the combination of BCfine and ZVI was the most effective treatment 249 
for  reducing  exposure  and  bioavailability  of metals  (Figures  1  and  2)  and  restoring  the  ecological 250 


















































properties  (e.g. pyrolysis  temperature  (Uchimiya et  al.,  2011b)),  redox  conditions  (El‐Naggar et  al., 295 
2018),  and/or  Cu‐concentrations  in  soil  (Ippolito  et  al.,  2012;  Lu  et  al.,  2017; Mackie  et  al.,  2015) 296 
influence Cu water extractability and bioavailability in soil after biochar addition. As soil DOC was very 297 

















that  significant  reduction  in Cu bioavailability  (Cubio) was only observed during  the  first week.  This 312 












specific  for both As  and Cu,  but not  for Cr,  as no biosensor was available.  In  our  study,  biosensor 325 














Cubio.  These  findings  suggest  that  the  Cu  biosensor  reliably  assessed  Cu  bioavailability  even  in  the 337 
studied multi‐element contaminated soil (Figure 2). Consistent with previous studies, which showed 338 
even  larger  deviations  between  Cubio  and  Cuwater  especially  for  samples  with  higher  DOC  content 339 








focus  on  the  quality  and  properties  of  biochar,  ZVI,  and  novel  iron‐biochar  composites  to  ensure 348 






































































































































































































































































































Figure  2.  (A)  Bioavailable  copper  (Cubio)  measured  by  Cu  biosensor  analysis  with  Pseudomonas 619 




incubation.  (n=4 except  for control, n=6). Error bars  represent  standard deviation; different  letters 624 
indicate statistically significant differences between the treatments (p < 0.05); statistical analysis was 625 
performed  separately  for  Cuwater  and  Cubio,  meaning  that  different  letters  cannot  be  used  for 626 
comparison between Cuwater and Cubio). BC = biochar; “coarse” and “fine” refer to different particle 627 
sizes of the biochar; ZVI = zero‐valent iron. 628 





































































































































BC_coarse ZVI + BC_coarse

























































































































































  Corg  Nt  pH [H2O]    Al   As  Cr  Cu  Fe  Pb  Zn  
  %  %      [µg g‐1] 
Soil  2.3  <LOD  6.4    7974  1364  540  1662  10580  29  120 





control,  n=6).  Results  are  presented  as means  ±  std.  Different  letters  indicate  statistically  significant 
differences at p < 0.05). BC = biochar; “coarse” and “fine” refer to different particle sizes of the biochar; 
ZVI = zero‐valent iron. 
[µg g‐1 ]  Control  BCcoarse  BCfine  ZVI  ZVI + BCcoarse  ZVI + BCfine 
Al   88.27 ± 7.16 A 67.49 ± 3.86 BC  59.34 ± 2.69 BD  75.07 ± 2.16 C  51.45 ± 3.82 DE  46.94 ± 1.19 E 
Ca   21.16 ± 0.91 A  18.83 ± 0.44 B  19.11 ± 0.15 B  20.58 ± 0.18 A  18.07 ± 0.36 B  18.21 ± 0.33 B 
Cr   0.65 ± 0.20 A  0.69 ± 0.08 A   0.56 ± 0.02 AB  0.40 ± 0.05 BC  0.36 ± 0.03 C  0.36 ± 0.02 C 
Fe   19.93 ± 6.16 AB  24.63 ± 2.38 A  21.38 ± 1.76 A  13.22 ± 0.98 B  13.90 ± 0.92 B  13.60 ± 0.85 B 
K   51.10 ± 1.88 A  121.50 ± 2.26 B  123.88 ± 3.11 B  47.51 ± 0.86 A  108.79 ± 1.67 C  112.34 ± 3.12 C 
Mg  4.98 ± 0.89 A  5.74 ± 0.39 A  5.41 ± 0.21 A  3.97 ± 0.16 B  4.09 ± 0.12 B  4.14 ± 0.09 B 
P   0.90 ± 0.17 A  1.39 ± 0.21 B  1.43 ± 0.07 B  0.62 ± 0.07 A  0.86 ± 0.16 A  0.75 ± 0.14 A 
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2001).  The  following  3 mL  of  filtrate  were  collected  and  acidified  with  nitric  acid  (0.2 %  final  acid 
concentration)  and  stored  at  4 °C  until  subsequent  analysis  on  graphite‐furnace  atomic  absorption 
spectroscopy  (GF‐AAS,  PinAAcle  900Z  Atomic  Absorption  Spectrometer,  PerkinElmer,  Waltham, 
Massachusetts, USA). Separation of the species by the cartridge was performed as soon as possible after 


































control  n=6;  error  bars  represent  standard  deviation;  different  letters  indicate  statistically  significant 
differences between the treatments (p < 0.05); statistical analysis was performed separately for Asext and 
Asbio, meaning that different letters cannot be used for comparison between Asext and Asbio). (BC = biochar; 
“coarse” and “fine” refer to different particle sizes of the biochar; ZVI = zero‐valent iron) 
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Figure S3: Dissolved organic carbon (DOC) in the water extracts (n=4, for control n=6, except ZVI (n=2) 
and ZVI + BC coarse (n = 3) at sampling time 1; error bars represent standard deviation) (BC = biochar; 
“coarse” and “fine” refer to different particle sizes of the biochar; ZVI = zero‐valent iron). 
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Figure S4: Relative toxicity, measured as bioluminescence from whole‐cell bioreporter analysis with E.coli 
pUCD 607 HB101. Values are normalized by the mean of the control treatment at Day 1 with higher values 
indicating reduced toxicity  (n = 4,  for control n = 6; error bars represent standard deviation; different 
letters indicate statistically significant differences between treatments within one sampling time at p < 
0.05). (BC = biochar; “coarse” and “fine” refer to different particle sizes of the biochar; ZVI = zero‐valent 
iron) 
 
 
 
 
